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(57) Abstract 



A process for releasing and isolating nucleic acids from biological compartments of a sample makes use of a device which is suitable 
for accepting one or more sample processing containers, thermostatically controlling and agitating the sample processing containers and 
magnetically separating magnetic particles. The isolation of nucleic acids is substantially simplified thereby 



(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe benutzt cin Gerat, 
welches zur Aufhahme eines oder mehrerer ProbenbearbeitungsgefaBe, zur Thermostatisierung der ProbenbearbeitungsgefaBe, zum Schutteln 
der ProbenbearbeitungsgefaBe und zur magnetischen Abscheidung von Magnetpartikeln geeignet ist. Hierdurch wird die Isolierung von 
Nukleinsauren wesentlich vereinfacht. 
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System zur Freisetzung und Isolierung von Nukieinsauren 

Gegenstand der Erfindung sind ein System zur Freisetzung und Isolierung von Nukiein- 
sauren und ein Verfahren zur Benutzung dieses Systems. 

Nachweisverfahren, die auf der Bestimmung von Nukieinsauren in einer Probe beruhen, sind 
in jungerer Zeit verstarkt mit Interesse bedacht worden. Dies liegt unter anderem in der er- 
reichbaren hohen Spezifitat des Nachweises. Hierin sind Nukleinsaurenachweise den Anti- 
gennachweisen prinzipiell uberlegen. Wahrend Antigene jedoch oft in einer Probe schon 
relativ zuganglich vorliegen, miissen Nukieinsauren, insbesondere bei Nachweisen von 
Organismen, meist in mehreren Schritten zuganglich gemacht werden. Dariiber hinaus sind 
Nukieinsauren in der Regel in sehr geringen Konzentrationen vorhanden. Insbesondere bei 
der Isolierung von Nukieinsauren aus zellhaltigen Proben sind bisher aufwendige Aufreini- 
gungsverfahren bekannt. 

Die Sensitivitat der auf dem Markt derzeit angebotenen Probenanreicherungs- und Proben- 
vorbereitungssysteme fiir Nukieinsauren ist oft nicht hinreichend groB. Bei der Probenvor- 
bereitung mit automatisierten Verfahren ist zudem keine ausreichende Kontaminations- 
sicherheit gegeben, die eine Amplifikation z. B. mittels PCR ermoglichen wiirde. Die zur 
Zeit erhaltlichen automatischen Probenvorbereitungssysteme benotigen zudem organische 
Losungsmittel (Phenol- und/oder Chloroform-Alkoholgemische) zur Gewinnung der 
Nukieinsauren. 

Die derzeit eingesetzten Verfahren unter Verwendung einer Immobilisierung der Nukiein- 
sauren benutzen im wesentlichen zwei Prinzipien zur Isolierung der Nukieinsauren. In einer 
ersten Moglichkeit werden nukleinsaurehaltige flussige Proben durch eine Festphasenmatrix 
gesaugt, wobei die Nukieinsauren in der Festphasenmatrix festgehalten werden. Dies setzt 
einen vorherigen Lyseschritt voraus, der in einem getrennten GefaB durchgeflihrt wurde. 
AnschlieBend werden die Nukieinsauren durch Durchsaugen einer Elutionsflussigkeit von 
der Festphasenmatrix gelost. Die nukleinsaurehaltige Elutionslosung wird in ein GefaB zur 
Weiterbearbeitung abgesaugt. Es hat sich jedoch herausgestellt, daB die derzeit verwendeten 
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Vorrichtungen im Hinblick auf die for die Durchfuhrung einer spateren Amplifikations- 
reaktion, z. B. PCR, erforderlichen Reinheit nicht ausreichend sind. 

Bei einem zweiten Prinzip werden die Nukleinsauren ausgefallt und mittels einer Zentrifuge 
separiert. Bei diesem Verfahren ist jedoch ein sogenannter Batch-Betrieb unumganglich. Bei 
einem solchen Verfahren wird beispielsweise eine zellhaltige Losung in einem ersten Reak- 
tionsgefaB mit lysierenden Agenzien behandelt. AnschlieBend wird die Reaktionsmischung 
aus dem GefaB in ein Zentrifugationsrohrchen umpipettiert. Dieses Rohrchen hat einen Ein- 
satz, an welchem die freigesetzten Nukleinsauren adsorbieren konnen, wahrend die restliche 
Flussigkeit wahrend der Zentrifugation in den unteren Bereich des Rohrchens flieBen kann. 
Zum Waschen der absorbierten Nukleinsauren wird der Einsatz ein- oder mehrmals mit 
einer Waschfliissigkeit behandelt. Hierzu muB der Einsatz in ein weiteres Zentrifugations- 
rohrchen uberfuhrt werden, damit nicht Reste der Probenfliissigkeit wieder zuriick in den 
Einsatz gelangen. Im letzten Schritt wird der Einsatz in ein weiteres neues GefaB eingesetzt. 
Die Nukleinsauren werden durch Zentrifugation einer Elutionslosung durch den Einsatz in 
ein weiteres GefaB hinein in eine weiterverarbeitungsfahige Lbsung uberfuhrt. Dieses Ver- 
fahren ist jedoch einerseits mit einem hohen Kontaminationsrisiko behaflet und andererseits 
sind eine Vielzahl von Wechseln der ReaktionsgefaBe erforderlich. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es, ein System bereitzustellen, bei dem die Nach- 
teile des Standes der Technik vollstandig oder zumindest teilweise beseitigt werden. Insbe- 
sondere kbnnen mit diesem System Nukleinsauren an einer Festphasenmatrix absorbiert und 
desorbiert werden, ohne daB fur diese Schritte eine Zentrifuge erforderlich ware. 

Ein wesentlicher Aspekt der Erfindung ist eine Aufhahme fur ein ProbenbearbeitungsgefaB, 
welches temperiert und in eine Bewegung versetzt werden kann, so daB eine Durch- 
mischung der in dem ProbenbearbeitungsgefaB befindlichen Substanzen erreicht wird. Zu- 
dem verfugt diese Aufiiahme tiber einen AnschluB an ein einen Unterdruck erzeugendes 
System (z. B. Schlauchpumpe, Kolbenhubpumpe). AuBerdem ist es mit der Aufhahme mog- 
lich, innerhalb der ProbenbearbeitungsgefaBe magnetische Partikel abzuscheiden. Wesent- 
liche Vorteile der Erfindung sind der Schutz gegen Kontamination (sowohl von Probe zu 
Probe als auch von System zu Umwelt) sowie die Mdglichkeit, ausreichend viele Proben- 
bearbeitungsgefaBe aufeunehmen, urn ein wirtschaftliches Betreiben dieses Systems zu ge- 
wahrleisten. 
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Gegenstand der Erfindung ist ebenfalls ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung oder 
zum Nachweis von Nukleinsauren aus biologischen Kompartimenten einer Probe, ent- 
haitend die Schritte: 

• Inkubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit magnetischen 
Partikeln, welche die biologischen Kompartimente binden konnen, unter Schutteln des 
ProbenbearbeitungsgefaBes, 

- Positionieren eines Magneten in der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes, so da!3 die 
Magnetpartikel an der GefaBwand festgehalten werden, 

- Entfernen der resultierenden Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB, 

- Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfernen des Magneten aus der Nahe des ProbenbearbeitungsgefaBes, so daB die 
Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der Wand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schutteln des ProbenbearbeitungsgefaBes, 

- AufschluB der biologischen Kompartimente unter Erwarmung 

- Abkuhlen der AufschluBmischung unter Bedingungen, die eine Immobilisierung oder Hy- 
bridisierung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsaure ermoglichen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Freisetzung und Isolierung 
von Nukleinsauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten mit Magnet- 
partikeln mit den Schritten: 

• Inkubation einer Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit magnetischen 
Partikeln zum Zwecke des Aufschlusses der biologischen Kompartimente, 

• Abkuhlen der AufschluBmischung und Immobilisierung der zu isolierenden oder nachzu- 
weisenden Nukleinsaure an den magnetischen Partikeln, 

• Aufhebung der Immobilisierung und Uberfiihrung der isolierten und aufgereinigten 
Nukleinsaure in einen pipettierfahigen Zu stand. 
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Nukleinsauren im Sinne der vorliegenden Erfindung sind Nukleinsauren, die in biologischen 
Kompartimenten vorliegen. Unter biologischen Kompartimenten werden insbesondere 
Zellen, z. B. viralen oder bakterieilen Ursprungs verstanden. Besonders bevorzugt liegen die 
Zellen im wesentlichen im vereinzelten Zustand vor. Prinzdpiell konnen auch mehrzellige 
Kompartimente im Sinne der Erfindung bearbeitet werden. Diese Kompartimente mit ihren 
Nukleinsauren liegen zu Beginn des erfindungsgemafien Verfahrens in einer Probe vor. Be- 
vorzugt ist diese Probe eine Suspension der biologischen Kompartimente in einer Flussig- 
keit. Solche Proben konnen beispielsweise erhalten werden aus Korperflussigkeiten, z. B. 
Blut, Speichel oder Urin. 

Unter Freisetzung der Nukleinsauren wird im Sinne der Erfindung der Austritt der Nuklein- 
sauren aus den biologischen Kompartimenten verstanden. Dieser Austritt kann auf beliebige 
Weise geschehen Bevorzugt findet der Austritt durch Zerstorung der die biologischen 
Kompartimente gegen die Flussigkeit abgrenzenden Wand statt. Dies kann beispielsweise 
erreicht werden durch Behandlung der Kompartimente mit zellwandzerstbrenden Mitteln, 
z. B. Proteinase K. 

Unter der Isolierung von Nukleinsauren wird die Abtrennung der Nukleinsaure von anderen 
Bestandteilen der Probe verstanden. Solche anderen Bestandteile sind beispielsweise die 
Wande der biologischen Kompartimente, deren Abbauprodukte, weitere Inhaltsstoffe der 
biologischen Kompartimente sowie InhaltsstofiFe der Flussigkeit, welche die biologischen 
Kompartimente in der Probe umgibt. Hierzu gehoren beispielsweise Proteine, Inhibitoren 
fiir Enzyme, insbesondere Nukleinsaure-abbauende Enzyme, wie Dnase oder RNase. In 
diesem Sinne kann Isolierung auch als eine Art Reinigung der Nukleinsauren verstanden 
werden. Diese Isolierung kann sowohl spezifisch als auch unspezifisch im Hinblick auf 
weitere in der Probe enthaltenen Nukleinsauren sein. 

Unter einem Nachweis von Nukleinsauren wird erfindungsgemaB ein Verfahren verstanden, 
bei welchem die Anwesenheit oder Menge von Nukleinsauren bestimmt wird. Diese Verfah- 
ren konnen sowohl quantitativ als auch qualitativ vorgenommen werden. Fur die Durchfuh- 
rung quantitativer Nachweise wird in der Regel ein Vergleichsversuch mit einer Probe 
durchgefiihrt, die eine bekannte Menge der nachzuweisenden Nukleinsauren enthalt. Der 
Nachweis kann sowohl sequenzspezifisch als sequenzunspezifisch sein. Urn die Nachweise 
spezifisch zu machen, verwendet man in der Regel sogenannte Sonden, die dadurch gekenn- 
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zeichnet sind, daB sie eine Nukleobasensequenz aufweisen, die mehr oder weniger charak- 
teristisch fiir die Nukleinsauren in der Probe ist. Sofern ein spezifischer Nachweis von 
Nukleinsauren gewlinscht wird, wird eine Sonde eingesetzt, die eine Basensequenz enthalt, 
welche komplementar zu der Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure, nicht je- 
doch zu anderen Nukleinsauren in der Probe, ist. Sonden konnen Molekule sein, die eine 
direkt oder indirekt nachweisbare Gruppe enthalten. Direkt nachweisbare Gruppen sind bei- 
spielsweise radioaktive ( 32 P) farbige oder fluoreszierende Gruppen oder Metallatome. 
Indirekt nachweisbare Gruppen sind beispielsweise immunologisch oder enzymatisch wirk- 
same Verbindungen, wie Antikbrper, Antigene, Haptene, Enzyme oder enzymatisch aktive 
Teilenzyme. Diese werden in einer nachfolgenden Reaktion oder Reaktionssequenz detek- 
tiert. Besonders bevorzugt sind Haptene, z. B. Digoxygenin oder Biotin. Solche hapten- 
markierten Sonden konnen in einer anschlieBenden Reaktion mit einem markierten Anti- 
korper gegen das Hapten leicht nachgewiesen werden. 

Beschreibung des Systems: 

Gegenstand der Erfindung ist ein System zur Freisetzung und/oder Isolierung von Nuklein- 
sauren aus einer Suspension von biologischen Kompartimenten, enthaltend die Komponen- 
ten 

- eine Aufhahmeeinheit (10) fur eines oder mehrere ProbenbearbeitungsgefaBe (A), 

- eine Thermostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) 
und darin enthaltener Flussigkeiten, 

- einen Schuttler (30) zum Schiitteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) und 

- einen Abscheider (40) zur magnetischen Abscheidung der Magnetpartikel an einer Wand 
jedes ProbenbearbeitungsgefaBes (A), 

- eine Pumpeinheit (50) zur Entfernung von Flussigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB 

(A). 

Das System hat eine leicht zu reinigende Oberflache und schutzt den Anwender vor Ver- 
brennungen (z. B. durch einen Kunststoffmantel). 

In FIG 1 und 2 ist ein System mit erfindungsgemaBen Einheiten schematisch dargestellt. 
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Das System besitzt eine Aufhahmeeinheit (10) fur die ProbenbearbeitungsgefaBe. Diese 
Aufnahmeeinheit enthalt mehrere Vertiefungen (12), auch Kavitaten genannt, in welchen die 
ProbengefaBe plaziert werden. Die Anordnung der Kavitaten zueinander ist bevorzugt linear 
oder in Untergruppen linear, die zueinander im rechten Winkel plaziert sind. Der Abstand 
der Kavitaten entspricht bevorzugt dem Abstand von Mulden einer Mikrotiterplatte, weiter 
bevorzugt wird das Doppelte des vorgenannten Abstandes. Die Kavitaten sind in ihrer 
Geometrie den ProbengefaBen angepaBt. 

Das ProbenbearbeitungsgefaB (A) kann prinzipiell jede beliebige Form aufweisen. Solche 
ProbenbearbeitungsgefaBe konnen z. B. die Vertiefungen einer Mikrotiterplatte (z. B. im 
96 Wellformat) sein. Bevorzugt handelt es sich jedoch urn zylindrische GefaBe, welche eine 
obere EinlaBoffhung und, besonders bevorzugt, eine untere AuslaBoffnung (All) besitzen. 
Ein solches ProbenbearbeitungsgefaB kann zur kontaminationsreduzierten Bearbeitung von 
nukleinsaurehaltigen Proben verwendet werden. Diese GefaBe bestehen in der Regel aus 
Kunststoffen, z. B. Polypropyien 

Besonders bevorzugt konnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung GefaBe eingesetzt 
werden, wie sie in den deutschen Gebrauchsmusteranmeldungen Aktenzeichen 29505652.5 
und 29505707.6 beschrieben sind. 

Die Temperierung der Flussigkeit in den ProbenbearbeitungsgefaBen wird erfindungsgemaB 
durch eine Thermostatoreinheit (20) vorgenommen. Diese Einheit, welche prinzipiell aus fur 
Thermostate ublichen Baueinheiten besteht, ist vorzugsweise in die Aufnahmeeinheit (10), 
in welcher die ProbenbearbeitungsgefaBe positioniert werden konnen, zumindest teilweise 
integriert. Die Einheit (10) enthalt insbesondere einen Block aus Metall, welcher gute 
Warmeleiteigenschaften hat. Dieser ist auf die auBere Form der ProbenbearbeitungsgefaBe 
so abgestimmt, daB ProbenbearbeitungsgefaBe, die sich in der Aufnahme befinden, mit ihrer 
Wandung moglichst gut an dem Metallblock anliegen, so daB ein effizienter Warmeubertrag 
moglich ist. In Abhangigkeit von der in dem ProbenbearbeitungsgefaB durchzufuhrenden 
Reaktion wird die Temperatur in dem Block erhoht oder erniedrigt. Das 
Temperaturspektrum erstreckt sich von 4 - 95 °C. Idealerweise wird die 
Temperaturerhdhung durch mehrere elektrische Heizelemente realisiert, die sich moglichst 
nahe an dem ProbenbearbeitungsgefaB befinden. Die Kiihlung der Flussigkeit im 
ProbenbearbeitungsgefaB wird durch Peltierelemente realisiert, die ebenfalls moglichst nahe 
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an den ProbenbearbeitungsgefaBen plaziert sind. Eine Temperaturregelung erfolgt 
bevorzugt uber einen Fuzzy-Regier oder einen PIDT-Regler. In die Thermostatoreinheit 
sind Thermofiihler in ausreichender Zahl an reprasentativen Stellen plaziert. 

Eine weitere Ausfuhrungsform der Thermostatoreinheit (20) besitzt einen von Flussigkeit 
durchstromten Block. Als Temperiermedium dienen Flussigkeiten; meist Wasser oder wass- 
rige Salzlosungen. Die Temperierflussigkeit wird bevorzugt uber flexible Schlauche von 
einer Heizung bzw. Kuhlung mittels einer Umwalzpumpe direkt in Offhungen (21) im Block 
(10) eingespeist. Das Fassungsvermbgen des Temperierreservoirs (in Fig. 1 bezeichnet mit 
Heizung und Kuhler) auDerhalb des DNA-Moduls ist urn ein vielfaches groBer als das Tot- 
volumen des DNA-Moduls damit beim Umschalten des 2-Wege-Ventils diese StorgroBe 
minimiert wird. Die Heizung und der Kuhler temperieren im Vorlauf und werden bei Bedarf 
getaktet. Eine Regelung schaltet das Ventil, Heizung und Kuhlung, zusammen mit dem ge- 
eigneten Volumenstrom der Umwalzpumpe werden die gewunschten Heiz- und Kiihlraten 
erreicht. Als Thermostatoreinheit (20) ist bei dieser Ausfuhrungsform die Kombination von 
flussigkeitsdurchstromten Block, Umwalzpumpe, Heizung, Kuhler und 2-Wege- Ventil zu 
verstehen. Als DNA-Modul wird die Vorrichtung umfassend Aufhahmeeinheit fur Proben- 
bearbeitungsgefafi, Schuttler und Abscheider bezeichnet. 

Das System ermoglicht das Arbeiten mit magnetischen Partikeln (Beads). Unter Magnet- 
partikeln werden Partikel verstanden, welche durch einen Magneten in eine bestimmte 
Richtung transportiert werden konnen. Hierzu gehoren beispielsweise ferromagnetische 
oder superparamagnetische Materialien. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind 
ferromagnetische Materialien. Partikel sind feste Materialien mit einem geringen Durch- 
messer. Im Sinne der Erfindung sind besonders Partikel geeignet, die eine durchschnittliche 
KorngrbBe von mehr als 2, 8 jim, jedoch weniger als 200 fim haben. Besonders bevorzugt 
weisen sie eine durchschnittliche KorngrbBe zwischen 10 und 15 p.m auf. Bevorzugt ist die 
KorngroBenverteilung homogen. Diese Partikel sind an ihrer Oberflache so modifiziert, daB 
sie die biologischen Kompartimente binden konnen. Hierfur geeignete Magnetpartikel sind 
die bekannten und kauflichen Latexmagnet partikel, an welche z. B. Antikorper gebunden 
sein konnen. Zur Bindung der biologischen Kompartimente an die Magnetpartikel werden 
insbesondere Antikorper verwendet, welche gegen Oberflachenantigene der biologischen 
Kompartimente gerichtet sind. Derartige Magnetpartikel sind ebenfalls kommerziell erhalt- 
lich. 
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Des weiteren konnen glasmagnetische Pigmente eingesetzt werden, an deren Oberflachen 
Nukleinsauren binden. Solche glasmagnetischen Pigmente sind aus der deutschen Patentan- 
meldung 19537985.3 bekannt. 

Damit das erfindungsemafle Verfahren erfolgreich durchgefuhrt werden kann, ist es 
notwendig, die Magnetpartikel fur bestimmte Reaktionsschritte an der Innenwand des 
ProbenbearbeitungsgefaBes zu binden und mit einem nachfolgenden Schritt wieder in 
Suspension zu bringen. Im Sinne der Erfindung, als besonders bevorzugt, wird fur die Posi- 
tionierung der Magneten ein Abscheider (40) mit einem oder mehreren an dem Abscheider 
befestigten Permanentmagneten oder Elektromagneten an das ProbenbearbeitungsgefaB 
herangefahren. Die for eine effiziente Abscheidung erforderliche Entfemung des Magneten 
vom ProbenbearbeitungsgefaB hangt stark von der GroBe des durch den Magneten erziel- 
baren Magnetfeldes und der GroBe und Magnetisierbarkeit der Magnetpartikel ab. AuBer- 
dem hat die Art der spater folgenden Bearbeitungsschritte (z. B. mechanische Belastung der 
Magneten) einen EinfluB auf die zu verwendende Magnetfeldstarke. Sofern es sich urn einen 
Permanentmagneten handelt, wird dieser aus einer Position, die nicht fur eine Abscheidung 
der Magnetpartikel ausreicht, in die Nahe des GefaBes gebracht, so daB die Magnetpartikel 
an der GefaBwand festgehalten werden. Fur den Fall der Verwendung eines Elektro- 
magneten wird dieser eingeschaltet und solange im eingeschalteten Zustand belassen, bis 
eine Bearbeitung der festgehaltenen biologischen Kompartimente abgeschlossen ist. 

Unter der Positionierung eines Magneten in der Nahe des GefaBes soil auch der Fall ver- 
standen werden, daB das Gefafl in die Nahe des Magneten gebracht wird. Letztendlich 
kommt es also nur auf die Relativbewegung des Magneten zum GefaB an. 

Der Abscheider (40) weist bevorzugt einen Magneten auf, welcher auf einer vorbestimmten 
Bahn, z. B. uber Schienen oder, bevorzugt durch Bewegung des Magneten auf einer Kreis- 
bahn, z. B. urn eine neben dem ProbengefaB liegende Achse, auf das Probenbearbeitungsge- 
faB bin beweglich ist. Der Abscheider beinhaltet auBerdem einen Motor, welcher sowohl die 
Bewegung des Magneten auf das ProbenbearbeitungsgefaB zu als auch dessen Wegbewe- 
gung realisieren kann. 

In einer weiteren Ausfuhrung weist der Abscheider(40) eine Zahnstange auf, die uber einen 
Gleichstrommotor oder alternativ iiber einen Schrittmotor linear verfahren werden kann. 
Rechtwinklig angeordnet zu der Zahnstange befindet sich eine Haltevorrichtung fur die 
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Magnete, in diesem Fall Permanentmagnete. Die Endpositionen der Magnetbewegung 
konnen uber Lichtschranken detektiert werden. Bevorzugt wird jedem Probenbearbeitungs- 
gefaB ein Magnet zugeordnet, der mit seiner Stirnseite an dieses herangefiihrt wird. Es ist 
jedoch auch moglich, an jedes ProbenbearbeitungsgefaB 2 Magnete heranzufuhren. Dabei 
wird bevorzugt jeweils 1 Magnet an 2 GefaBe herangefiihrt, so daB fur n GefaBe lediglich 
n+1 Magnete einzusetzen sind. 

Zur Abscheidung mussen die Magnete moglichst nah an die ProbenbearbeitungsgefaBe her- 
angefiihrt werden, urn eine hohe Abscheiderate der magnetischen Partikel zu erzieien. 
Wichtig ist auch ein ausreichender Verfahrweg der Magnete zwischen den Positionen. In 
Abhangigkeit vom verwendeten Magnetmaterial und der Magnetgeometrie mussen die 
Magnete bis zu 40 mm vom ProbenbearbeitungsgefaB entfernt werden um eine ungewollte 
Abschediung zu verhindern. Wichtig fur die Funktion des Instrumentes ist es, daB die 
magnetischen Krafte nur dann auf die Partikel im ProbenbearbeitungsgefaB wirken, wenn 
dies gewtinscht ist. Somit ist der Magnet in der inaktiven Position so weit vom GefaB zu 
verfahren, daB das Magnetfeld keine nennenswerte Wirkung mehr auf die Bewegung der 
Partikel hat. 

Dies kann auch so realisiert werden, daB der Abstand zwischen Magnet und Probenbear- 
beitungsgefaB nicht verandert wird. Die Magnetfelder konnen jedoch durch ein n-Metall, 
welches zwischen GefaB und Magnet bewegt wird, unterbrochen werden. 

Eine weitere mogliche Anordnung der Magnete erfolgt auf einer drehbaren, von einem 
Gleichstrommotor angetriebenen Welle. Mit dieser Ausfiihrungsform ist es moglich, die 
Magnete auf einer Kreisbahn zu bewegen. Die Magnete selbst konnen auf dieser Welle be- 
liebig angeordnet werden, so daB bei Bewegung der Welle ein Heranfiihren oder Wegbe- 
wegen der Magnete an bzw. von den ProbenbearbeitungsgefaBen erfolgt. Daniber hinaus ist 
eine Antrieb vorteilhaft, bei der auf gegenuberliegenden Seiten des Systems je 1 Welle mit 
einer Anzahl Magneten angeordnet ist. Die Wellen werden ttber einen Zahnriemen von 
einem Motor angetrieben. Bei dieser Anordnung bewegen sich je 2 Magnete synchron auf 
die Stirnseiten der ProbenbearbeitungsgefaBe zu. 

Magneten fur die vorliegende Erfindung weisen bevorzugt eine Masse zwischen 0,5 und 
5 g, besonders bevorzugt zwischen 1 und 4 g auf Die auBeren Abmessungen, die im Proto- 
typ verwendet wurden, betragen 10 mm x 10 mm x 3 mm. Als geeignetes Material flir einen 
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Permanentmagneten haben sich seltene Erdmaterialien (z. B. NeFeB, VACODYM 370 HR) 
mit einem optimalen BH-Maximum bei kleinsten Abmessungen erwiesen. Fur eine effiziente 
Abscheidung ist es vorteilhaft, den Gradienten des Magnetfeldes besonders ausgepragt zu 
dimensionieren. Aus diesem Grund sollte auch die Positionierung des Magneten moglichst 
nah an dem Gefafi erfolgen. Bevorzugt werden fur die ProbenbearbeitungsgefaBe 
Materialien mit einer moglichst geringen Dampfung des Magnetfeldes eingesetzt, z. B. 
Polypropylen. 

An der Baueinheit zur Aufhahme der ProbenbearbeitungsgefaBe sind an der Unterseite der 
Kavitat Schlauche (51) befestigt, die wiederum mit einem, einen Unterdruck erzeugenden 
System verbunden sind. Jeder Kavitat ist ein Schlauch zugeordnet. Da im Bodenbereich der 
ProbenbearbeitungsgefaBe Offhungen vorgesehen sind, kann durch Erzeugen eines Unter- 
druckes der Inhalt der ProbenbearbeitungsgefaBe abgesaugt und in den Abfall (Waste) 
uberfuhrt werden. In der Ausfuhrung gemaB FIG 2 besitzt jede Kavitat eine Dichtung, die 
beim Absaugen des Wastes verhindert, daB Luft zwischen ProbenbearbeitungsgefaB und 
Inlet (14) angesaugt wird. 

Das Unterdrucksystem besteht im wesentlichen aus einer Kolbenhubpumpe (50), die iiber 
ein Schlauchsystem mit den Kavitaten verbunden ist. Dazwischen ist ein Waste-Behalter 
geschaltet, der die Flussigkeit aufhimmt. Die Flussigkeit, welche aus den Probenbearbei- 
tungsgefaBen abgesaugt wird, ist Abfall. Des weiteren ist zwischen jedes Probenbearbei- 
tungsgefaB und dem Waste-Behalter ein Ventil geschaltet. Dieses Ventil ermoglicht das 
Schalten des Unterdrucks zu jeder Kavitat, wenn das System von der Pumpe iiber die Ab- 
fallflasche (Waste-Behalter) bis hin zum Ventil permanent evakuiert ist. Es ist erfindungs- 
gemaB sowohl ein paralleles als auch ein sequentielles Absaugen der Probenbearbeitungsge- 
faBe moglich. 

In einer anderen Ausfiihrungsform werden Kolbenhubpumpe und Ventile durch eine 
Schlauchpumpe ersetzt. Die Abfallflasche ist in diesem FaU nicht permanent evakuiert, sie 
befindet sich im Fluidstrom hinter den Kavitaten und der Schlauchpumpe. Diese Anordnung 
erlaubt nur ein paralleles Absaugen der Kavitaten. Es kdnnen auch mehrere Schlauch- 
pumpen eingesetzt werden, die dann eine bestimmte Anzahl von Kavitaten bedienen. Damit 
ist ein teilweise sequentielles Arbeiten moglich. 
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Die Bewegung der ProbenbearbeitungsgefaBe erfolgt bevorzugt in horizontaler Richtung. 
Besonders bevorzugt wird die Aufhahmeeinheit (10) bewegt, welche Vertiefungen (12) mit 
jeweils einem Probengefafi enthalt, so daB alle darin befindlichen ProbengefaBe geschuttelt 
werden. Uber Schwingungsdampfer (11) wird die Ubertragung der Bewegung auf das Ge- 
samtgerat reduziert. Im Sinne der Erfindung bevorzugt ist die Verwendung eines Schuttlers 
(30), der die Bewegung der ProbenbearbeitungsgefaBe (A) durchfiihrt. Diese Einheit kann 
jede prinzipiell zum Mischen von Fliissigkeiten in einem GefaB geeignete mechanische 
Einrichtung sein. Ein bevorzugtes Beispiel einer solchen Einheit ist im Folgenden beschrie- 
ben. 

Ein Schrittmotor mit einem Excenter und einer Ausgleichsmasse bewegen von einem festen 
Rahmen (1) die uber Schwingungsdampfer auf diesen Rahmen aufgesetzte Aufhahmeeinheit 
(10) in einer kreisformigen exzentrischen Bahn, fester Amplitude und variabler Frequenz. 
Die bevorzugte Amplitude A ist < 1,5 mm, die bevorzugte Frequenz (f) ist groBer als 1 Hz 
und kleiner als 50 Hz. Die Misch- bzw. Resuspensionsdauer betragt je nach physikalischen 
Eigenschaften des Probenmaterials zwischen 5 und 30 s. Durch Austausch des Excenters ist 
es moglich, die Amplitude zu variieren. 

Die Kombination des erfindungsgemaBen Systems mit einem Pipettierautomaten ist als 
solche nicht naheliegend, da hierflir das Vorsehen einer definierten Positionierung der 
ProbengefaBe vor und wahrend der Pipettierschritte erforderlich ist. Das Schutteln der Ge- 
faBe fiihrt sonst dazu, daB sich die GefaBe nach jedem Schuttelvorgang an einer anderen 
Position befinden. Sofern die Position der GefaBe wahrend des Pipettiervorganges nicht 
genau spezifiziert ist, besteht die Gefahr, daB der Pipettiervorgang nicht ordnungsgemafl 
durchgefuhrt werden kann. Deshalb wird dafiir gesorgt, daB sich das GefaB nach dem 
Schutteln in einer definierten, sogenannten Home-Position befindet, in welcher eine Pipettie- 
rung oder andere Vorgange stattfinden konnen. 

Vorteilhaft ist der Einsatz eines Schrittmotors gegniiber dem Einsatz eines Gleichstrom- 
motors, um eine definierte Home-Position zu gewahrleisten. Die Home-Position kann vor- 
teilhaft mit einer Lichtschranke detektiert werden. 

In Bezug auf die konstruktive Ausflihrung bestehen noch die folgenden non-invasiven alter- 
nativen Moglichkeiten, die aber alle in der Konstruktion aufwendiger sind (Varianten 1 und 
2) oder in den Mischschritten (3.) langer dauern: 
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1 Eine Kombination von eins, zwei oder drei linearen Antrieben fur die Aufhahmeeinheit 
in der Ebene bzw. im Raum (X-, Y-, Z-Achse) zur Erzeugung von z. B. Lissajous- 
Figuren. 

2. Taumeln, durch Neigen des Rahmens ( 1 ) urn einen bestimmten Winkel und Gegen- 
stellen der Aufhahmeeinheit (10). 

3 . Magnetruhrer 

4. Schwenken oder Klopfen des DNA-Moduls. 

Die Kopplung der Komponenten des Systems ist einerseits funktionell, z. B. durch Integra- 
tion der Magneten in die Einheit 10. AuBerdem sind die Systemkomponenten zeitlich ge- 
koppelt. Zum Beispiel wird der Betrieb der Einheiten fur die gewiinschte Anwendung in 
geeigneter Abfolge gesteuert, was beispielsweise durch ein Computerprogramm oder durch 
Initiation der einzelnen Teilschritte durch den Anwender erfolgen kann. 
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Beschreibung des Verfahrens: 

Van ante A: 

In einem ersten Schritt wird die Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit 
magnetischen Partikeln (beads), welche die biologischen Kompartimente binden konnen, 
unter Schutteln des ProbenbearbeitungsgefaBes inkubiert. 

Die Inkubation der Proben mit den Magnetpartikeln kann auf beliebige Weise gestaltet wer- 
den. Erforderlich ist, daB sowohl die Probe als auch die magnetischen Partikel in das 
ProbenbearbeitungsgefaB eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung als auch 
deren Reihenfolge ist prinzipiell ohne groflere Bedeutung fur das erfindungsgemafie Verfah- 
ren. Bevorzugt jedoch werden die magnetischen Partikel in Form einer Suspension mit 
einem bekannten Gehalt magnetischer Partikel in das ProbenbearbeitungsgefaB pipettiert. 
Entweder anschlieflend oder vorher wird die Probe in das ProbenbearbeitungsgefaB ein~ 
pipettiert. 

Die Inkubation wird solange unter geeigneten Bedingungen vorgenommen, bis eine aus- 
reichende Menge an biologischen Kompartimenten an die Magnetpartikel gebunden sind. Es 
wird sich hierbei im RegelfalJ um einen Zeitraum zwischen 1 min und 10 min handeln. Das 
ProbenbearbeitungsgefaB ist hierbei bevorzugt auf geeignete Weise, z. B. mittels eines 
Deckels oder/und eines Ventils verschlossen. 

Ein wesentliches Merkmal der Erfindung ist, daB das in dem ProbenbearbeitungsgefaB be- 
findliche Gemisch wahrend der Inkubation geschuttelt wird. Es kann sich hierbei um ein 
Intervallschutteln handeln. Das Schutteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeit oder nur Teilen davon durchgefuhrt werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpartikel in der 
Flussigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Diffiission. Hierdurch wird die fur die Bindung der biologischen Kom- 
partimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

Im AnschluB an die Inkubation und Bindung der Kompartimente an die Magnetpartikel 
werden die biologischen Kompartimente von der sie umgebenden Flussigkeit der Probe 
entfernt. Hierzu hat es sich als zweckmaflig erwiesen, die Magnetpartikel mit den daran ge- 
bundenen biologischen Kompartimenten durch Positionierung eines Magneten in der Nahe 
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des ProbenbearbeitungsgefaBes zu sammeln. Hierdurch werden bevorzugt die Magnet- 
partikel mit den biologischen Kompartimenten an der GefaBwand festgehalten. Die Ab- 
scheidung der Beads erfolgt also in der Regel an der Innenwand des Probenbearbeitunsgge- 
faBes oder einem Teil davon, welche unter der Flussigkeitsoberflache der Probe befindlich 



ist. 



AnschlieBend wird die die biologischen Kompartimente umgebende Flussigkeit aus dem 
ProbenbearbeitungsgefaB entfernt. Dies geschieht unter Bedingungen, bei denen die 
Magnetpartikel an der GefaBwand zuriickbleiben. Die Art der Entfernung hangt von der Art 
des ProbenbearbeitungsgefaBes ab. Sie kann z. B. abpipettiert werden. In einer bevorzugten 
Ausfuhrungsform jedoch, bei der das ProbenbearbeitungsgefaB eine untere AuslaBoffhung 
aufweist, wird die Flussigkeit durch diese einfach abgesaugt. Diese Art der Entfernung halt 
die mechanische Belastung der Magnetpartikel gering und vermeidet somit die Ablosung 
der Magnetpartikel von der GefaBwand. 

Ein besonders wichtiger Schritt ist die Resuspension der an der GefaBwand zuriickgehalte- 
nen Magnetpartikel in einer zugegebenen zweiten Flussigkeit. Hierzu wird der Magnet aus 
der Nahe des GefaBes entfernt, so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten 
an der GefaBwand festgehalten werden. Wie oben beschrieben ist es auch moglich, das Ge- 
faB aus der Nahe des Magneten zu entfernen. GemaB der vorliegenden Erfindung hat sich 
das einfache Entfernen des Magneten ais nicht ausreichend fur eine Resuspension erwiesen, 
wenn nicht das GefaB erganzend, bevorzugt gleichzeitig geschiittelt wird. Dieses Schiitteln 
wird mit dem Schiittler (30) durchgefuhrt. Es bewirkt eine gleichmaBige Verteilung der 
Magnetpartikel in der zweiten Flussigkeit. Diese zweite Flussigkeit kann vor Entfernen des 
Magneten, jedoch auch erst nach Entfernen des Magneten in das ProbenbearbeitungsgefaB 
eingefullt werden, z. B. durch Einpipettieren. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren kann auch zur weiteren Aufreinigung von biologischen 
Kompartimenten verwendet werden. Hierzu wird eine Suspension der Magnetpartikel, 
welche die biologischen Kompartimente gebunden enthalten, in einem Probenbearbeitungs- 
gefaB so in Relation zu einem Magneten positioniert, daB die Magnetpartikel mit den bio- 
logischen Kompartimenten an der GefaBwand festgehalten werden, anschlieBend die 
Flussigkeit, welche die biologischen Kompartimente enthielt, aus dem GefaB entfernt wird 
und anschlieBend die Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit, hier einer Waschfliissig- 
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keit, durch Entfemen des Magneten aus der Nahe des GefaBes, so daC die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden, und gleichzeitig 
Schuttein des GefaBes resuspendiert. Dieser Waschvorgang kann beliebig wiederholt wer- 
den, bis eine ausreichende Reinheit der biologischen Kompanimente erreicht ist. 

AJs weiterer Schritt des erfindungsgemaflen Verfahrens ist anschlieBend der AufschluO 
(Lyse) der biologischen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum AufschluB biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur 
bestimmte Arten von Kompartimenten, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fur den Auf- 
schluB von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und fur eine bestimmte Zeit inkubiert, die fur das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
oder vollstandigen Verdau der Zellwande unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimenten enthaltenen Nukleinsauren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugt bei Tempera- 
turen uber Raumtemperatur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 °C gearbeitet. Die 
Mischung, welche durch den AufschluB der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
AufschluBmischung bezeichnet. Die Inkubation wird vorzugsweise uber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefuhrt. 

Insbesondere, wenn der AufschluB der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfugig erhoh- 
ter Temperatur stattgefunden hat, ist es bevorzugt, die AufschluBmischung anschlieBend auf 
hohere Temperaturen zu erhitzen, beispielsweise auf 70 °C, oder, bei potentiell infektiosen 
Proben, auf 95 °C. Hierbei kann gewunschtenfalls auch das Lysereagenz, sollte es bei 
weiteren Schritten storen, inaktiviert werden. 

AnschlieBend wird die AufschluBmischung abgekiihlt, und zwar unter Bedingungen, die ab- 
hangig sind vom Zweck des erfindungsgemaflen Verfahrens. Soil eine Isolierung der 
Nukleinsauren an einer festen Phase stattfinden, werden Bedingungen eingestellt, bei denen 
die Nukleinsaure an diese feste Phase binden konnen. Ein geeignetes Verfahren zur Bindung 
von Nukleinsauren ist die Inkubation der freigesetzten Nukleinsauren mit Glasoberflachen 
unter Anwesenheit chaotroper Salze. Ein solches Verfahren ist beispielsweise beschrieben in 
EP-A-0 389 063. Hierbei werden die Nukleinsauren in unspezifischer Weise an die Glas- 
oberflache gebunden, wahrend andere Bestandteile der biologischen Kompartimente sowie 
der AufschluBreagenzien nicht oder nur unwesentlich an die Glasoberflache gebunden 
werden. Bevorzugt wird anschlieBend die Flussigkeit, welche die ubrigen Bestandteile 
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enthalt, aus dem ProbenbearbeitungsgefaB entnommen, z. B. abgesaugt, wahrend die Glas- 
oberflache mit den daran gebundenen Nukleinsauren im ProbenbearbeitungsgefaB verbleiben 
kann. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform wird eine feste Phase in Form eines Glas- 
faservlieses in das ProbenbearbeitungsgefaB eingefuhrt und mit der Mischung inkubiert 
Hierdurch werden die Nukleinsauren an der Glasfaser immobilisiert und konnen auf einfache 
Weise mit dem Glasfaserviies aus dem ProbenbearbeitungsgefaB entnommen werden. 

Fur den Fall, daB die Nukleinsauren nach ihrer Freisetzung nachgewiesen werden sollen, 
werden diese mit einer Sonde hybridisiert. Bei dieser Sonde handelt es sich, wie oben be- 
schrieben, urn ein Molekul, welches eine zu der nachzuweisenden Nukleinsaure oder einen 
Teil davon komplementaren Basensequenz aufweist. In einem bevorzugten Falle handelt es 
sich urn ein Oligonukleotid, welches mit einer nachweisbaren Gruppe markiert ist. Die Ab- 
kuhlung der Reaktionsmischung findet daher unter Bedingungen statt, bei denen eine 
Hybridisierung der nachzuweisenden Nukleinsaure mit der Nukleinsauresonde stattfindet. 
Diese Temperaturen sind einem Fachmann bekannt. In einer anderen Ausfuhrungsform als 
Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren findet eine Hybridisierung zwischen der nach- 
zuweisenden Nukleinsaure und einer Festphasen-gebundenen Nukleinsauresonde statt. 
Hierbei kann die Sonde an eine beliebige Festphase, solange sie nur von der ubrigen Reak- 
tionsmischung abtrennbar ist, verwendet werden, z. B. Mikrotiterplatten-Kavitaten oder die 
Innenwand des ProbenbearbeitungsgefaBes. Verfahren zur Immobilisierung von 
Nukleinsauresonden, insbesondere der sogenannten Fangsonden, sind dem Fachmann be- 
kannt, z. B. aus EP-A-0 523 557. 

Im allgemeinen wird sich an die Abkuhlung der Mischung eine Abtrennung der zu isolieren- 
den bzw. nachzuweisenden Nukleinsauren von der sie umgebenden Flussigkeit, welche ggf. 
noch Reste der AufschluBmischung und evtl. der fur die Bindung der Nukleinsauren an eine 
feste Phase benutzten Reagenzien enthalt, anschlieBen. Hierzu kann, je nach Art der ver- 
wendeten festen Phase, eine Filtration oder eine Entfernung der festen Phase aus dem 
ProbenbearbeitungsgefaB oder Abpipettieren der Flussigkeit aus dem Probenbearbeitungs- 
gefaB vorgenommen werden. 

Die gebundenen Nukleinsauren stehen anschlieBend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in iiblichen, dem Fachmann bekannten 
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Verfahren zum Nachweis von Nukleinsaurensequenzen oder einer Marlcierung zur Verfii- 
gung. 

Variante B 

In einem ersten Schritt wird die Probe in ein Probenbearbeitungsgefafl zusammen mit Lyse- 
Reagenz, glasmagnetischen Partikein (beads), welche die in den biologischen 
Kompartimenten enthaltenen Nukleinsauren binden konnen, pipettiert und das 
Probenbearbeitungsgefafles anschliefiend verschlossen und geschuttelt. Erforderlich ist, dafl 
sowohl die Probe, das Lyse-Reagenz als auch die glasmagnetischen Partikel in das Proben- 
bearbeitungsgefafl eingebracht werden. Sowohl die Art der Einbringung als auch deren 
Reihenfolge ist prinzipiell ohne grofiere Bedeutung fur das erfindungsgemafie Verfahren. 
Bevorzugt jedoch werden die glasmagnetischen Partikel in Form einer Suspension mit 
einem bekannten Gehalt glasmagnetischer Partikel in das Probenbearbeitungsgefafl 
pipettiert. Entweder anschliefiend oder vorher wird die Probe in das Probenbearbeitungsge- 
fafl einpipettiert. Wesentlich ist, dafl Probe, glasmagnetische Partikel und Lyse-Reagenz 
durch Schiitteln homogen durchmischt werden. 

Als weiterer Schritt des erfindungsgemaflen Verfahrens ist anschliefiend der Aufschlufi 
(Lyse) der biologischen Kompartimente vorgesehen. Verfahren zum Aufschlufi biologischer 
Kompartimente sind dem Fachmann ebenso bekannt, wie die spezifischen Bedingungen fur 
bestimmte Arten von Kompartimenten, z. B. Zellen. Beispielsweise werden fur den Auf- 
schlufi von Bakterien die biologischen Kompartimente mit einer Mischung von Proteinase K 
versetzt und fiir eine bestimmte Zeit inkubiert, die fur das Aufbrechen bzw. den teilweisen 
oder vollstandigen Verdau der Zellwande unter Freisetzung der in den biologischen Kom- 
partimenten enthaltenen Nukleinsauren inkubiert wird. Dabei wird bevorzugt bei Tempera- 
turen liber Raumtemperatur, besonders bevorzugt zwischen 70 und 95 °C gearbeitet. Die 
Mischung, welche durch den Aufschlufi der Zellen erzeugt wird, wird im Folgenden auch als 
Aufschlufimischung bezeichnet. Die Inkubation wird vorzugsweise iiber eine Zeit von 5 bis 
20, besonders bevorzugt zwischen 10 und 15 Minuten durchgefiihrt. 

Insbesondere, wenn der Aufschlufi der Zellen bei Raumtemperatur oder geringfiigig erhoh- 
ter Temperatur stattgefunden hat, ist es bevorzugt, die Aufschlufimischung anschliefiend auf 
hohere Temperaturen zu erhitzen, beispielsweise auf 70 °C, oder, bei potentiell infektiosen 
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Proben, auf 95 °C. Hierbei kann gewiinschtenfalls auch das Lysereagenz, sollte es bei 
weiteren Schritten storen, inaktiviert werden. 

Ein wesentiiches Merkmal der Erfindung ist, daB das in dem ProbenbearbeitungsgefaB be- 
findliche Gemisch wahrend der Inkubation geschuttelt wird. Es kann sich hierbei um ein 
Intervallschutteln handeln. Das Schiitteln kann jedoch auch wahrend der gesamten Inkuba- 
tionszeit oder nur Teilen davon durchgefohrt werden. Das Schutteln dient dazu, eine aus- 
reichende Mischung der biologischen Kompartimente und der Magnetpartikel in der 
Fliissigkeit zu erreichen, insbesondere die Suspension bzw. Resuspension der Beads und die 
Beschleunigung der Diffussion. Hierdurch wird die for die Bindung der biologischen Kom- 
partimente an die Magnetpartikel erforderliche Zeit der Inkubation reduziert. 

AnschlieBend wird die AufschluBmischung abgekuhlt, und zwar unter Bedingungen, die 
abhangig sind vom Zweck des erfindungsgemaBen Verfahrens. Die aus dem biologischen 
Kompartiment herausgelosten Nukleinsauren sollen nun unspezifisch an der Oberflache der 
glasmagnetischen Partikel binden. Um eine Verbesserung der Bindungseigenschaften zu 
erzielen, wird der AufschluBmischung nach der Lyse noch i-Propanol oder Ethanol zugege- 
ben, in Abhangigkeit von der Art des biologischen Kompartiments. AnschlieBend erfolgt 
eine weitere Durchmischung des Ansatzes durch Schutteln des ProbenbearbeitungsgefaBes. 
Die Nukleinsauren werden nun unspezifisch an der Festphasenoberflache gebunden, wobei 
andere Bestandteile des biologischen Kompartiments und AufschluBreagenzien nicht oder 
nur in unwesentlichen Bestandteilen an die Glasoberflache adsorbieren. 

Nachdem diese Festphasenbindung abgeschlossen ist, wird durch Aktivierung der 
Magnetfelder das glasmagnetische Pigment mit der gebundenen Nukleinsaure an die 
Innenwand des ProbenbearbeitungsgefaBes abgeschieden und der Uberstand aus dem GefaB 
entnommen. In einer bevorzugten Ausfohrungsform jedoch, bei der das Probenbearbei- 
tungsgefaB eine untere AuslaBoffiiung aufweist, wird die Flussigkeit durch diese einfach 
abgesaugt. Diese Art der Entfernung halt die mechanische Belastung der Magnetpartikel 
gering und vermeidet somit die Ablosung der Magnetpartikel von der GefaBwand. 

In einem nachsten Bearbeitungsschritt werden die glasmagnetischen Partikel in einer 
Waschflussigkeit resuspendiert. Hierzu wird der Magnet aus der Nahe des GefaBes entfernt, 
so daB die Magnetpartikel nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten 
werden. Wie oben beschrieben ist es auch moglich, das GefaB aus der Nahe des Magneten 
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zu entfernen. GemaB der vorliegenden Erfindung hat sich das einfache Entfernen des 
Magneten als nicht ausreichend fur eine Resuspension erwiesen, wenn nicht das Gefafi er- 
ganzend, bevorzugt gleichzeitig geschiittelt wird. Dieses Schutteln wird wiederum durch 
den Schuttler (30) durchgefuhrt, was eine gleichmaflige Verteilung der Magnetpartikel in 
der Waschflussigkeit bewirkt. Diese Waschfliissigkeit kann vor Entfernen des Magneten, 
jedoch auch erst nach Entfernen des Magneten in das ProbenbearbeitungsgefaB eingefullt 
werden, z. B. durch Einpipettieren. Der Waschschritt kann beliebig wiederholt werden bis 
eine ausreichende Reinheit der isolierten Nukleinsauren erreicht ist. 

Die gebundenen Nukleinsauren stehen anschlieBend entweder zur Aufhebung ihrer Bindung 
an die feste Phase oder ihren direkten Nachweis in ublichen, dem Fachmann bekannten 
Verfahren zum Nachweis von Nukleinsaurensequenzen oder einer Markierung zur Verfu- 
gung. 

Das erfindungsgemaCe Verfahren benutzt also eine Kombination von Bearbeitungsschritten, 
welche eine Aufhahmeeinheit ( 1 0) zur Aufhahme eines oder mehrerer Probenbearbeitungs- 
gefaBe, eine Thermostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der Probenbear- 
beitungsgefaBe und darin enthaltener Flussigkeiten, einen Schuttler (30) zum Schutteln der 
ProbenbearbeitungsgefaBe und eine Einheit (40) zur magnetischen Abscheidung der 
Magnetpartikel an eine Wand jedes ProbenbearbeitungsgefaBes verwenden. Uberraschen- 
derweise lassen sich diese Verfahrensschritte und Einheiten in einem einzigen Reaktions- 
block ausfiihren. Als Reaktionsblock wird hiermit eine Vorrichtung verstanden, welche die 
Einheiten 10, 20, 30 und 40 teilweise oder vollstandig in aufeinander abgestimmter Kopp- 
lung enthalt. Auf erfindungsgemaBe Weise gelingt es auf einfache Weise einen Vorgang, 
welcher bisher eine Vielzahl manueller Arbeitsschritte voraussetzte, in einem einzigen Gerat 
ablaufen zu lassen. Insbesondere hat es sich erwiesen, daB die erfindungsgemaBen Reak- 
tionsblocks besonders efFektiv sind. Verfahren zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren konnen mit ihnen schneller durchgefuhrt werden als bisher. Es ist dariiber hinaus 
moglich, wahrend der genannten Schritte die Nukleinsaure nicht aus dem GefaB zu ent- 
fernen. Dies stellt sowohl im Hinblick auf den Zeitaufwand, als auch auf die Vermeidung 
von Kontaminationen einen erheblichen Fortschritt gegenuber dem Stand der Technik dar. 
Ublicherweise wurden bisher namlich Abkuhlungen von Suspensionen durch manuelle 
Entnahme eines ProbenbearbeitungsgefaBes aus dem Gerat und Eintauchen des GefaBes in 
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ein KQhlbad durchgefuhrt. Ein solches Vorgehen hat sich als fur die Zukunft in der 
Routinediagnostik nicht ausreichend geeignet erwiesen. 

In FIG 3 ist ein erfindungsgemafies Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren gezeigt. 
Auf diese Figur wird bei der im folgenden Beispiel beschriebenen Scbilderung eines Verfah- 
rens Bezug genommen. Das ProbengefaB befindet sich in einer Aufhahme in Einheit 10, 
wobei bevorzugt am ProbengefaB ein Steg (A20) vorgesehen ist, der der Innenform der 
Aufhahme angepaBt ist (z. B. konische AuBenform). Die im Langsschnitt gezeigten GefaBe 
konnen auf einfache Weise spritzguBtechnisch aus Polypropylen hergestellt werden. 

Ein Hauptvorteil der Erfindung ist, daB das System in weitem Umfang auf die Verwendung 
unterschiedlicher GroBen von Magnetpartikeln adaptiert werden kann. Es ist relativ fiexibel 
und in unterschiedlichsten Verfahren einsetzbar. 

Durch das folgende Beispiel wird der Gegenstand der Erfindung naher erlautert: 
Beispiel 1 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren handelt es sich urn ein Verfahren, dessen Grundzuge 
dem Fachmann aus der Nukleinsaurediagnostik bekannt sind. Soweit experimentelle DetaUs 
im Folgenden nicht ausgefuhrt sind, wird vollinhaltlich auf Molecular Cloning, Herausgeber 
J. Sambrook et aL, CSH 1989 Bezug genommen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens fur die Aufarbei- 
tung nukleinsaurehaltiger Probenlosungen, werden folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt 
(siehe FIG 3). In einem ersten Schritt (I) wird eine zellhaltige Probenflussigkeit in einem 
ProbegefaB (A) mit einem Material inkubiert, an welches die Zellen gebunden werden, aus 
denen Nukleinsauren gewonnen werden sollen. Hierzu kann dieses Material entweder spe- 
zifische Bindeeigenschaften fur die Oberflache der Zellen aufweisen, z. B. durch Immobili- 
sierung von Antikdrpern gegen Oberflachenantigene oder ein Absorbermaterial (A16, nicht 
gezeigt), es kann jedoch auch ein Material mit Filtereigenschaften (A15, nicht gezeigt) 
vorgesehen sein, durch welches die Zellen zuriickgehalten werden, wenn die Flussigkeit 
durch das Material durchtritt, z. B. aus dem ProbengefaB entfernt wird. Bedingungen fur die 
Immobilisierung von Zdlen an Oberflachen sind dem Fachmann bekannt, z. B. aus Methods 
in Enzymology Vol. 171, Biomembranes / Part R Transport Theory: Cell and Model 
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Membranes, Edited by Sidney Fleischer, Becca Fleischer, Department of Molecular 
Biology, Vanderbilt University, Nashville, Tennessee, Seiten 444 ff oder 581 ff. 

Wahrend der Inkubation ist das ProbengefaB bevorzugt durch einen Deckel (B) ver- 
schlossen, um aktiven bzw. passiven Kontaminationsschutz zu gewahrleisten. 

In einem weiteren Schritt wird die Flussigkeit aus dem ProbengefaB entfernt, wahrend 
Zellen, deren Nukleinsauren isoliert werden soilen, in an das Material gebundenem Zustand 
im ProbengefaB zuriickbleiben. Da es sich bei dem zellbindenden Material um partikulare 
Materialien handelt, kann ein Zuruckhalten dadurch erreicht werden, daB das Material 
magnetisch ist (Hersteller: Dynal, Oslo, Norwegen) und der Magnet von auBen an das 
ProbengefaB herangefuhrt wird. Die Flussigkeit kann durch die Auslafloffhung (Al 1) unter 
Anlegen eines leichten Vakuums, abgesaugt werden. Hierzu ist an der Auslafloffhung ein 
Ventil vorgesehen, welches sich durch Anlegen von Unterdruck offhet. 

Zur weitergehenden Entfernung eventuell storender Probenbestandteile von den Zellen wer- 
den ein oder mehrere Waschschritte vorgesehen. Hierzu wird in das ProbengefaB eine 
Waschflussigkeit eingefiillt, in der sich eventuelle Verunreinigungen Ibsen, die jedoch die 
Bindung der Zellen an die Oberflache des zellbindenden Materials nicht wesentlich beein- 
trachtigen. Solche Waschlosungen sind dem Fachmann z. B. aus den Zellseparationsproto- 
kollen bzw. aus entsprechenden Reinigungskitsprotokollen fur Nukleinsauren bekannt. Sie 
richten sich im wesentlichen nach der Art der Bindung der Zellen an das Material. 

Nachdem gegebenenfalls die letzte Waschlosung aus dem ProbengefaB (A) abgesaugt 
wurde, werden die gereinigten, angereicherten Zellen mit einer geeigneten Lysefliissigkeit 
zur Freisetzung der Nukleinsauren aus den Zellen in Kontakt gebracht. Die Reagenzien 
dieser LyselOsung richten sich weitgehend nach der Art der immobilisierten Zellen (Rolfs et 
al.: PCR, Clinical Diagnostics and Research, Springer Verlag, 1992, S. 84 ff). Sofern es sich 
bei den Zellen um Bakterien handelt, enthalt die Lyselosung bevorzugt Proteinase K zum 
Abbau der Zellwand. Gewiinschtenfalls wird die Lyse durch Erhitzen bzw. Abkuhlen sowie 
Mischen der Reaktionsmischung durch Schiitteln des ProbengefaBes unterstiitzt. Am Ende 
dieses Aufschlusses liegen die zu isolierenden Nukleinsauren frei in der L6sung vor. 

Auch wahrend der Lyse ist das ReaktionsgefaB bevorzugt durch einen Deckel verschlossen, 
um Kontaminationen aus der Umgebung zu verhindern. Nach Ende der Lyse wird der 
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Deckel, bevorzugt mit Hilfe einer entsprechenden mechanischen Vorrichtung, entfernt. Da- 
nach wird in das ProbengefaB, welches eine Mischung von Abbauprodukten der ZeUen so- 
wie die Nukleinsauren enthalt, ein Formkorper (C) eingefuhrt, dessen auBere Kontur (C12) 
auf die innere Kontur (A17) des Probengefafles abgestimmt ist. Dieser Formkorper ist hohl 
und in Richtung auf das ProbengefaB und die Reaktionsmischung bin durch einen FUter 
(CI 1) (porOse Matrix) verschlossen. Die EinfUhning des Formkorpers (C) erfolgt bevorzugt 
mit Hilfe eines Bauelementes (B 1 1) des Deckels (B), der auBerdem ein Bauelement (BIO) 
enthalt, welches zum VerschluB des Probengefafles geeignet ist. In diesem Fall wird der 
Formkorper mit dem Deckel ergriffen (II) und gleichzeitig mit dem VerschluB des Proben- 
gefaBes in das ProbengefaB eingefuhrt. Wahrend dieses Vorgangs wird auBerdem die Reak- 
tionsmischung durch den FUter (CI 1) in den Hohlraum (C14) des Formkorpers eindringen 
(TV). Durch das Vorsehen des Filters konnen einerseits groBe Partikel an dem Eintritt in den 
Hohlraum gehindert werden und andererseits wird wegen der nukleinsaurebindenden 
Eigenschaften schon wahrend des Durchtritts der Reaktionsmischung eine Bindung der 
Nukleinsauren an den FUter erreicht. In diesem FaU wird ein glasfaserhaltiges Filtermaterial 
gewahlt. 

In einem nachsten Schritt wird die verbleibende Lysereaktionsmischung aus der durch A 
und C gebUdeten Vorrichtung entfernt durch Absaugen durch die AuslaBoffiiung (Al 1) im 
ProbengefaB. Auch die in den Hohlkorper (C14) des Formkorpers eingedrungene Losung 
wird somit entfernt, so daB der FUter moglichst keine Flussigkeitsreste mehr enthalt. Danach 
wird der bisher verwendete Deckel (B) entfernt, wobei der Formkorper (C) zunachst im 
ProbengefaB verbleibt (eingerastet) (V). 

Gleichzeitig oder anschUeBend wird ein ElutionsgefaB (D) zur Aufhahme des Formkorpers 
(C) vorbereitet (entweder im erfindungsgemaflen System oder auBerhalb). Ein gegebenen- 
fidls auf diesem GefaB befindUcher Deckel wird entfernt (VI). Bevorzugt wird vor Uber- 
fiihrung des Formkorpers (C) in das ElutionsgefaB (D) eine Elutionslosung in das Elu- 
tionsgefaB vorgelegt, z. B. einpipettiert. Die Zusammensetzung der Elutionslosung richtet 
sich nach der Art der Bindung der Nukleinsauren an das Material im FUter (C). Sie enthalt 
Reagenzien, unter deren Einwirkung die immobilisierten Nukleinsauren von dem Material 
eluiert, d. h. geldst, werden. Der urspriinglich das ElutionsgefaB versclilieBende Deckel (B) 
wird auf das ProbengefaB (A) mit dem Formkorper (C) aufgesteckt (VII). 
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Zur Entnahme des Formkorpers (C) aus dem Probengefafl (A) wird der Formkorper (C) mit 
dem Deckel (B) entfemt (VIII). Die Kombination aus Deckel und Formkorper wird an- 
schiieflend in das Elutionsgefafl eingefuhrt (EX). Bevorzugt enthalt der Formkorper (C) 
Mittel (C13, nicht gezeigt) zur Fbderung des Formkorpers im Elutionsgefafl (D), die be- 
wirken, dafl der Formkorper nur unter Zerstorung des Formkorpers (C) oder des Gefafles 
(D) oder mit einer Kraft, die groBer ist als die Kraft die zur Losung des Deckels (B) vom 
Formkorper (C) erforderlich ist, aus dem GefaB (D) entfernt werden kann. Eine Entfernung 
des Formkorpers aus dem Elutionsgefafl ist nicht beabsichtigt. 

Wahrend des Eindringens des Formkorpers (C) in das Elutionsgefafl dringt die vorgelegte 
Elutionslosung in den Filter (CI 1) und die lost die immobilisierte Nukleinsaure von der 
festen Matrix ab. Je nach Menge der vorgelegten Elutionslosung wird entweder nur der 
Filter mit der Elutionslosung getrankt oder dringt die Elutionslosung mit den wieder ge- 
losten Nukleinsauren in den Hohlkbrper (CI 4) ein. Damit die Elution der Nukleinsauren 
moglichst vollst&ndig verlauft, sollte die Innenkontur des Elutionsgefafles moglichst dicht an 
die Auflenkontur des Formkorpers angepaflt sein. 

In einem folgenden Schritt wird der Deckel (B) von der Kombination aus Formkorper (C) 
und ElutionsgetaB (D) entfernt (X). Er wird benutzt, um einen Stempel (E) aufeunehmen 
(XI) und in den Hohlraum des Formkorpers (C) einzufuhren (XIQ.Dieser Deckel greift von 
innen in den Stempel (E). Der Stempel wird so kraftig gegen den Filter (CI 1) gepreflt, dafl 
Flussigkeit aus dem Filter durch eine in der Andrucksflache befindliche Ofl&iung in einen 
Innenraum des Stempels eindringt. Dieser Vorgang ist besonders eflfektiv, wenn die An- 
drucksfl&che in ihrer auBeren Kontur zumindest in dem Bereich, in dem die Auspressung 
stattfinden soil, an die innere Kontur des Formkorpers (C) angepaflt ist. Der Stempel (E) 
kann bevorzugt in dieser Lage, z. B. durch Einrasten, fixiert werden. Da die so gebildete 
Vorrichtung durch den Deckel relativ gut verschlossen ist, kann die nukleinsaurehaltige 
Losung in der Vorrichtung aufbewahrt werden. 

Zur Entnahme einer gewunschten Menge an Nukleinsaurelosung kann der Deckel entfernt 
(Xm) und uber eine Offiiung des Innenraums des Stempels die gewunschte Menge ent- 
nommen, z. B. in einem Pipettiervorgang (XTV). AnschlieBend kann der Deckel wieder auf- 
gesetzt werden. 

Im Folgenden wir das zu dem geschilderten Verfahren passende Ablaufschema angegeben. 
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Gerat 


Anwender 


automatisch (programmgesteuert) 
temperieren 
absaugen 

separieren (magn. Festpha&e) 
mischen/resuspendieren 


manueil 

pipettieren 

Tubes, Glasvlieseinsatz, Back-Up 
GefaB auf Gerat plazieren 



Manuelle Arbeitsschritte sind fettgedruckt dargesteUt. Nicht-manueUe Arbeitsschritte oder 
Teilablaufe werden durch Betatigen beispielsweise einer Taste aufgerufen. 
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Im Folgenden werden das ProbengefaB A als Tube, ElutionsgefaB D als Back-Up-GefaB, 
Formkorper C als Glasvlieseinsatz und Stempel E als AuspreBstempel bezeichnet. 



Schritt# 


Aktion 


Zeit (s) 


1 


Tube * 1 - 16 auf Reakuonsmodule plazieren 




2 


pipetueren - Rezeptor (50-100ul) u. SA-beads 
(50-100 ul) in Tubes #1-16 




3 


pipettieren - Probe (1.000 ul) in Tubes #1-16 




4 


Deckel - Tubes verschlieflen (16 Stuck) 










5 


Mischen; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


30 s 


6 


Inkubation; 9 = 4 °C. nach Inkubation 9 = RT (parallel 


300-1.200 s 


6* 


evtl. Mischen wahrend Inkubation 




7 


Magnet AKTTV (parallel) 


5s 


8 


absaugen Waste (sequentiell 5 s) 


80s 


9 


Magnet IN AKTTV (parallel) 


5 s 








10 


Deckel - Tube offiien (16 Stuck) 




11 


1. Waschschritt 

pipettieren - Waschlosung 500-1.000 ul (nieder- 
molares Salz) in Tubes #1-16 




12 


resuspendieren: Frequenz = 30 Hz (parallel) 


5s 


13 


Magnet AKTTV (parallel) 


5 s 


14 


absaugen - Waste (sequentiell 5 s) 


80s 


15 


Magnet EN AKTTV (parallel) 


5 s 








16 


2. Waschschritt 

pipettieren - Waschlosung 500-1.000 ul (nieder- 
molares Salz) in Tubes #1-16 










17 


resuspendieren; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


5s 


18 


Magnet AKTTV (parallel) 


5 s 


19 


absaugen - Waste (sequentiell 5 s) 


80s 


20 


Magnet IN AKTTV (parallel) 


5s 
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bcnntt w i . 


FUUiUU 


Zeit (s) 


in i 

1 


3 Waschschritt (optional) 

pipettieren - Waschlosung 500-1.000 ill (nieder- 

molares Salz) in Tubes #1-16 




1 






1 20.2 


resuspendieren; Frequcnz = 30 Hz (parallel) 


5 s 


1 20.3 i 


Maenet AKTTV (parallel) 


5 s 


1 204 4 


absauRen - Waste (sequentiell 5 s) 


80s 


20.5 l 


Kfaoner TN AKTTV (parallel) 


5s 








21 

j 


nitv-tri^ren - Lvse-Mix. Rea&enz 1+2 (400 ul) 
Gtianidinium Hydrochloric! oder Guanidinium Rhodanid 
und Proteinase K (25 ^1) in Tubes 
#1-16 




7.1 1 


Deckel - Tubes verschlieBen (16 Stuck) 










7^ 


resuspendieren; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


5 s 


1 74 


Inkiibation- Q = 70 °C 


600 s 


1 


[Optional: Inkubanon: 9 = 95 °C bci pot. infekt. 
1 Prnhenl 


900 s 


7S 


Tnkubation- 9 — HT 


300s 
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Deckel - Tubes offaen (16 Stuck) 




77 

1 


pipettiercn - Ethanol (Isopropanol) 200 ul in 
Tubes #1-16 




1 28 


Deckel - Tubes verschlieflen (16 Stuck) 










70 


1 Mischen; Frequenz = 30 Hz (parallel) 


30 s 








ho 


1 Deckel - Tubes 6ffiwn (16 Stuck) 




I 31 


Glasvlies-Einsatz in Tube # 1 einsetren in 
Tubes* 1 - 16 










1 32 


absaugen - Waste (sequentiell 5 s) 


80s 
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Schritt# 


Aktion 


Zeit (s) 


33 


pipettieren - Waschlosung 500 pal (chaotropes 
Salz/Ethanol) in Tubes #1-16 










34 


absaugen - Waste (sequentiell 5 s) 


80s 








35 


pipettieren - Waschlosung 500 nl (chaotropes 
Salz/Ethanol) in Tubes #1-16 




36 


absaugen - Waste (sequentiell 5 s) 


80s 








37 


Back-Up-Gefifl auf Modul setzen (#1-16) 




JO 


r*iTv=^Hf*r#*n — I* 1iifrirmc\/oliimf*n in RapLr-T Ir»-4^Tf*fii A ( 1 00— 

UlUwUiClCU ClUUUUa VU1U111GU 1U Dflbn Ull^JwuUJ ^IvU 

200 in Tubes #1-16 




39 


Glasvlies-Einsatz von Tube # 1 in Back-Up-GefaB 
uberfuhren (# 1 - 16) 




40 


Auspreflstempel (# 1 - 16) in Back-Up-GefaB hinein - 
Elution 




41 


VerechlieBen Back-Up-GefiB (16 Deckel) 




42 


Tube #1-16 vom RM nehmen - Waste 





Gewunschtenfalls werden die Absaugschlauche und die Ausnehmungen mittels einer Reini- 
gungsflussigkeit gespult und somit gereinigt (vor bzw. nach Durchfuhrung des Verfahrens 
und in Abwesenheit der Probengefafle. 

Eine weitere Ausfiihrungsform eines Systems zur Freisetzung und Isolierung von Nuklein- 
sauren ist in den Figuren 4 bis 8 dargestellt. 

Figur 4: Perspektivische Darstellung des Systems 

Figur 5: Phantomzeichnung des Systems 

Figur 6: Aufhahmeeinheit fur ProbenbearbeitungsgefaBe 

Figur 7: Querschnitt durch eine Aufiiahmeposition fur ein ProbengefaB 

Figur 8: Schieber mit Magneten 
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Das in Figur 4 dargesteUte System besitzt 4 Aufoahmeeinheiten (100) fur ProbengefaBe. Die 
Aufhahmeeinheiten (100) sind an einem Trager (101) befestigt. Durch eine Bewegung des 
Tragers (101) konnen die 4 Aufhahmeeinheiten (1 10) gemeinsam bewegt und geschiittelt 
werden. In der Phantomzeichnung (Figur 5) ist detaillierter zu erkennen, wie die Bewegung 
des Tragers (101) erfolgt. Der Trager besitzt an seinen 2 Enden jeweils eine kreisfbrmige 
Ausnehmung (102), in der ein Zapfen (103) lauft. Der Zapfen (103) ist exzentrisch auf der 
Achse eines Motors (104) angeordnet, so daB bei einer Drehung der Motorachse eine Ver- 
schiebung des Tragers in einer Ebene erfolgt. In der Phantomzeichnung (Figur 5) ist 
weiterhin zu erkennen, daB die Aufhahmeeinheit (100) Kuhlrippen (105) besitzt. Durch 
Venulatoren (106) im Boden des Systems wird zur Kuhlung ein Luftstrom durch die Kuhl- 
rippen geblasen. 

In Figur 6 ist eine Aufhahmeeinheit (100) detaillierter dargestellt. Die Aufnahmeeinheit be- 
sitzt 6 einzelne Aufhahmepositionen (107) zur Aumahme von ProbenbearbeitungsgefaBen. 
Die Aumahmepositionen (107) sind liber einen Rahmen (108) thermisch leitend mit dem 
Peltierelement (109) und dieses mit den Kuhlrippen (105) verbunden. In dem Rahmen (108) 
befindet sich eine Widerstandsheizung zur Beheizung der Aufhahmepositionen sowie 
Temperaturdetektoren. Der Rahmen (108) ist auf einem Peltierelement (109) montiert, das 
in Warmeaustausch mit den Kuhlrippen (105) steht. Eine Erwarmung der Probenbearbei- 
tungsgefaBe erfolgt durch die im Rahmen untergebrachten Heizelemente. Zur Abkuhlung 
der ProbenbearbeitungsgefaBe werden die Aufhahmepositionen (107) uber das Peltier- 
element (109) gekuhlt. Die vom Peltierelement auf der gegenuberliegenden Seite abge- 
gebene Warme wird uber die Kuhlrippen (105) abgefuhrt. 

In Figur 7 ist ein Querschnitt durch eine einzelne Aufhahmeposition (107) dargesteUt. Die 
Aumahmeposition besitzt eine Bohrung, in der sich ein ProbengefaB (110) befindet. 
ProbengefaB und Bohrung sind so aufeinander abgestimmt, daB die Wandungen aneinander 
anUegen, urn einen effizienten Warmeubergang zu ermogUchen. Vorzugsweise besitzt das 
ProbengefaB eine leichte Konizitat, d. h. verjungt sich zur Unterseite, da so bei Vorliegen 
einer entsprechenden Konizitat der Aufhahmeposition ein guter Kontakt der Wandungen 
erreicht werden kann. Bevorzugt betragt die Konizitat 0,5 bis 1 °. Im unteren Bereich der 
Aufhahmeposition befindet sich ein Einsatz, der an seiner Unterseite eine Ausnehmung 
(1 12) besitzt, in welche die Olive eines Schlauches eingeschraubt werden kann. An seiner 
Oberseite besitzt der Einsatz (1 12) eine Ausnehmung, in die ein verjungter Teil des 



WO 96/31781 



PCT/EP96/01368 



29 

Probengefafies (1 10) eingeschoben wird. Um einen dichten Abschlufl zwischcn dieser Aus- 
nehmung und der Veijungung des Probengefafies zu erzielen, befindet sich an dieser Stelle 
ein Dichtungsring (1 13) in Form eines O-Ringes, der die Veijungung des Probengefafies 
umfaflt. Zur Entnahme von Flussigkeiten aus dem Probengefafi (110) wird mittels eines 
Schlauches, der an die Ausnehmung (112) angeschlossen ist, ein Unterdmck an das 
Probengefafi (110) angelegt. 

Die erfindungsgemafie Nutzung des Systems sieht es vor, dafi an die Probengefafie (110), 
wahrend sie sich in den Aufhahmepositionen (107) befinden, ein Magnetfeld angelegt wer- 
den kann, um magnetische Partikel festzuhalten. Zu diesem Zweck wird an die Aufhahme- 
positionen (107) die in Figur 8 dargestellte Anordnung von Magneten herangefahren. 

Figur 8 zeigt eine bewegliche Anordnung von 4 x6 Magneten (114), entsprechend der Zahl 
von 4 Aufhahmeeinheiten (110) mit jeweils 6 Aufhahmepositionen (107). Die in Figur 8 
dargestellte Anordnung besitzt eine Schiene (115), auf der 4 Einheiten von jeweils 
6 Magneten montiert sind. Die Schiene (1 15) ist an dem Trager (116) befestigt, der wetter* 
hin einen Motor (117) tr&gt. Auf der Achse des Motors ist ein Zahnrad (nicht dargestellt) 
montiert, das in die Zahnung (nicht dargestellt) einer Zahnstange (118) eingreift. Der Trager 
(116) ist durch Linearkugellager (1 19) auf Zylindern (120) verschiebbar angeordnet. In der 
Position, in der eine Abscheidung von Magnetpartikeln erfolgt, befinden sich die Magneten 
(1 14) mit ihren Stirnflichen direkt an den abgeflachten Seiten (121) der Aufhahmeposi- 
tionen (107). Um die Magnete von den Aufhahmepositionen wegzubewegen, wird der 
Motor (1 17) aktiviert und der Trager samt der Schiene (115) linear verschoben. 
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Patentanspruche 

1 Verfahren zur Freisetzung und Isolierung oder zur Freisetzung und Nachweis von 

Nukleinsauren aus bioiogischen Kompartimenten einer Probe, enthaltend die Schritte: 

- Inkubation der Probe in einem ProbenbearbeitungsgefaB zusammen mit Magnet- 
partikeln, welche die bioiogischen Kompartimente binden konnen, unter Schiittein 
des Probenbearbeitungsgefafies, 

- Positionierung eines Magneten in der Nahe des GefaBes, so dafl die Magnetpartikel 
an der Gefaflwand festgehalten werden, 

- Entfernen der resultierenden Flussigkeit aus dem Gefafl 

- Resuspension der Magnetpartikel in einer zweiten Flussigkeit durch 

a) Entfernen des Magneten aus der Nahe des GefaBes, so daB die Magnetpartikel 
nicht mehr durch den Magneten an der GefaBwand festgehalten werden und 
gleichzeitig 

b) Schiittein des GefaBes, 

- Aufschlufl der bioiogischen Kompartimente unter Herstellung einer AufschluB- 
mischung, 

- Erwarmung der AufschluBmischung, 

- Abkuhlung der Mischung unter Bedingungen, die die Isolierung oder Hybridisie- 
rung der zu isolierenden oder nachzuweisenden Nukleinsaure ermoglichen. 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB wahrend der genannten 
Schritte die Nukleinsauren nicht aus dem GefaB entfernt werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die genannten Schritte in 
einem einzigen Reaktionsblock stattfinden. 



4. Verfahren gem&B Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die magnetischen Partikel 
eine GroBe von mehr als 2,8 \im haben. 
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5 System zur Freisetzung und Isolierung von Nukleinsauren aus einer Suspension von 
biologischen Kompartimenten mit Magnetpartikeln enthaltend die Komponenten 

- eine Aumahmeeinheit (10, 100) zur Aumahme eines oder mehrerer Probenbearbei- 
tungsgefaBe (A), 

- eine Thermostatoreinheit (20) zur Thermostatisierung der Probenbearbeitungsge- 
faBe (A) und der darin enthaltenen Flussigkeiten, 

- einen Schuttler(30) zum Schutteln der ProbenbearbeitungsgefaBe (A), 

- einen Abscheider (40) zur magnetischen Abscheidung der Magnetpartikel an einer 
Wand jedes ProbenbearbeitungsgefaBes (A), 

in aufeinander abgestimmter Kopplung. 

6. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl es zusatzlich eine Pumpen- 
einheit (50) zur Entfernung von Fliissigkeit aus dem ProbenbearbeitungsgefaB (A) 
enthalt. 

7. System gemaB Anspruch 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Abscheider (40) 
und die Aumahmeeinheit (10) relativ zueinander beweglich gelagert sind. 

8. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Probenbearbeitungsge- 
faB (A) eine untere AuslaBofl&iung (Al 1) aufweisen, die mit einer Saugvorrichtung 
verbunden ist oder verbunden werden kann. 

9. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Vielzahl von 
ProbenbearbeitungsgefaBen (A) enthalt. 

10. System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Aumahmeeinheit (10, 
100) durch einen Exzenterantrieb innerhalb einer Ebene bewegt wird, die im wesent- 
lichen senkrecht zur Achse des bzw. der ProbenbearbeitungsgefaBe ist. 

1 1 System gemaB Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die Thermostatoreinheit 
eine Widerstandsheizung sowie ein Peltierelement beinhaltet. 
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12. System gemaG Anspruch 5, bei dem ProbenbearbeitungsgefaBe und Aufiiahmepositio 
nen eine aufeinander abgestimmte Konizitat aufweisen. 
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